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概要 
 筑波大学菅平高原実験センター(以下:菅平セン
ター)は約 36ha の野外フィールドを有しており、ア
カマツ林、針広混交林、ススキ草原、樹木園等が存
在している(図 1)。 
アカマツ林、針広混交林は草原を放棄することに
よって形成された二次林であり、同一平地上に隣接
した形で保存・管理されている。したがって、これ
らの森林は、遷移のプロセスや遷移に関連する様々
な研究・教育活動を行える世界的にも希有なフィー
ルドである。筑波大学内外の研究者によって、これ
らの森林を利用した学内外の研究・教育活動が行わ
れており、菅平センターでも、これらの森林および
気象に関する定期調査を行っている。今回はその中
でも、2007 年から開始した落葉落枝(以下:リター)量
に関する調査について焦点を当てる。 
リターとは、森林を構成する樹木の成長、老化、
枯死、あるいは豪雪や台風などの大きな撹乱にとも
ない、樹木を構成する部分が林床に落下したものを
指す。リターには樹木から地面に落ちる葉、枝、樹
皮、花、果実等が含まれ、これらには様々な重要な
意味がある[1]。まず一つは、森林の生産力を推定する
際の重要な一部であることだ。毎年葉は新しく作ら
れ、古くなったものはリターとなる。特に、落葉樹
の場合は、毎年作られる葉は、冬までには全てリター
となるため、森林の生産力を推定するには、この落
葉量を把握しなければならない。また地面に落下し
てくるリターには、窒素やリンといった様々な栄養
分やミネラル分が含まれており、これらは森林に生
息する様々な生物にとって欠かすことのできない資
源となっている。さらに、リターには種子も含まれ
るが、種子は森林を構成する樹木の次世代の源であ
る。したがって、種子の組成や量を調べることは、
森林の現在の姿だけでなく将来の姿を推定すること
にもつながる。 
また、個々の樹木はその時々の気象要因の影響を
受けて生産力が決まる。したがって、リター量を毎
年詳細に調べることで、個々の樹木、あるいは森林
全体が受けている気象要因の影響も明らかにするこ
とができる。こういった様々な重要性があることか
ら、学術的な調査が行われている森林においては、
以前からリターに関する調査が行われてきた[2]。 
このような観点から、菅平センターでは、我々技
術職員らによって、アカマツ林と針広混交林におい
てリター量に関する調査を 2007 年から行っている。
調査開始後約 7 年間と一定期間が経過したことか
ら、菅平センターにおけるリターフォールトラップ
(以下:リタートラップ)の調査方法、結果、および課
題等について報告する。 
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１．はじめに 
 調査開始前に、筑波大学生命環境系廣田充准教
授の指導の下、リタートラップ (図 2) を作成した。
このリタートラップは、投影面積が  1m2 (1m × 
1m)になるように、寒冷紗を縫い合わせて袋状にして
いる。この袋状のものを塩化ビニールパイプで作成
した正方形の枠(1m × 1m)に固定した。さらに、4 本
の塩化ビニールパイプを支柱として、この枠を地上
約 1m の高さで、かつ袋の部分が地上に触れないよ
うに設置した。リタートラップは、毎春雪解け直後
(4 月下旬)に設置し、リタートラップの破損を避ける
ために、根雪になる前に取り外した。本センターで
は、2010 年以降は積雪期間中のリターフォールを推
定するために、リタートラップ直下に寒冷紗(1m × 
1m)を風で飛ばされないように杭を用いて固定した。 
 無積雪期間、突風などにあおられてリタート
ラップ内に溜まったリターが飛ばされないように、
リタートラップ内に重石としてゴルフボールを入れ
た。 
 これらのリタートラップは、菅平センターの定
期調査区 plot1 内で 50m × 50m の中に 5 個ずつ
となるよう計 20 個設置した。リタートラップが覆
う土地面積は、一林分あたり 5m2 となり対象林分面
積の 0.2 ％に相当する。これは、一般的なリター
フォール調査の中では広い。例えば、環境省が主導
的に行っている「モニタリングサイト 1000」という
事業では、100m × 100m (1ha) 辺りに開口部の面積
が 0.5m2 のリタートラップを 25 個設置するように
しており、これは対象林分面積の 0.125 ％に相当す
る
(http://www.biodic.go.jp/moni1000/manual/index.ht
ml)。 
さらに、2009 年には林床にササが優先する場所に
作成したアカマツ林 plot2(50m × 200m)にも新たに
トラップを計 10 個設置し、合計で 30 個のトラッ
プを使用し調査を行った。 
２．調査方法 
 「リター回収」→「自然乾燥」→「仕分け」→
「絶対乾燥」→「計量」のサイクルを毎年 5 月から
本格的な積雪が始まる 12 月までの約 7 ヶ月間に
亘って毎月行った。 
以下でそれぞれの工程について説明する。 
 
 
図 2, リターフォールトラップ 
 
・回収、自然乾燥 
毎月 1 回リタートラップ内に溜まったリターを
ビニール袋に入れて回収する。 
そのままでは雨や露でリターが濡れておりその後
の作業に支障が出るため、室内へ持ち帰り新聞紙の
上に広げ、約 7 日間の自然乾燥を行う (図 3)。(リ
ターの状態により日数の変動あり。) 
 
 
図 3. 自然乾燥の様子 
 
・仕分け 
リターの水分がほぼ蒸発したことを確認してから、
「葉」、「樹皮」、「枝」、「球果あるいは果実」、
「花序」、「その他」といった項目に分別した後、
「アカマツ」、「ミズナラ」、「シラカンバ」、「カ
ラマツ」、「その他広葉樹」の樹種ごとにさらに分
別を行う。この仕分けの作業を高精度で行うことは
多くの手間と時間、経験を要することから、他機関
では行われないことが多い。 
 
・絶対乾燥 
仕分けを行ったリターはそれぞれの項目ごとに紙
袋に入れ、乾燥炉にて絶対乾燥を行う。この時の設
定温度は 70 ℃、時間は 48 時間を目安としている。 
 
・計量 
 絶対乾燥後のリターを電子計量器に乗せ、絶対
乾燥重量を測定する。この時、計量器にリターを直
接乗せることもあるが、細かい物はこぼれ落ちて測
定が正確に行えない場合があるため、紙袋ごと計量
器に乗せ、計量後に紙袋のみの重量を測定し、紙袋
を含んだ総重量から紙袋の重量を差し引くことで、
リターの重量を割り出している。 
３．調査結果 
上記のような方法を用いて約  7 年間の調査に
よって、リターフォール量の季節変動や年変動パ
ターンが明らかになってきた。ここでは、それらの
結果の中で、種ごとに各部位を仕分けるといった本
調査によって、初めて明らかになった項目について
報告する。 
日本の冷温帯における森林は、一般的にアカマツ
などの陽樹からミズナラやブナといった落葉広葉樹
林へと遷移していくことが知られている[3]。その遷移
過程で森林にどのような動き・変化があるかという
と、広葉樹の芽生えや針葉樹の枯死が挙げられる。
しかしながら、それらを継続的に記録した例はほと
んどない。 
 
   
図 4. リターフォール全量に対するアカマツの葉
量と広葉樹の葉量の割合（％） 
 
図 4 は、アカマツが優占する林分に設置したリ
ターフォールのリター量のうち、アカマツと広葉樹
の葉の相対量（％）を示したものである。この葉量
の推移を見ると、緩やかではあるが相対的にアカマ
ツの葉量が減少する一方で、広葉樹の葉量が増加し
ており、先述のような針葉樹林から広葉樹林へと移
り変わっていく「遷移段階」の一部が見て取れるこ
とが明らかになった。 
４．まとめ 
菅平センターでのリター調査は、広範囲で詳細な
作業を行うことによって、より具体的な調査結果を
出すことができている。この結果を用いて様々な研
究が発展していくことはもちろんのこと、この調査
を継続して行っていくことで、森林の遷移を深く理
解しながら、大きな視点と小さな視点の両方で観察
を行っていくことの重要さを再認識できるものと考
えている。 
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脱メラニン法を行った皮膚組織の免疫染色 
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概要 
免疫染色は抗原抗体反応を利用し、酵素反応で抗
原の局在を明らかにする染色方法である。皮膚組織
中に過剰に沈着したメラニンは免疫染色で一般的に
使用される DAB(3,3`-diaminobenzidine)発色の色調
と類似した黒褐色を呈し評価を困難にしている。そ
れを識別するためにメラニンが沈着している皮膚組
織にギムザ染色を行い免疫染色の結果との識別を良
好なものにした。また過剰に沈着しているメラニン
を弱く脱色してより識別しやすくしたので報告する。 
キーワード：メラニン 免疫染色  DAB  ギムザ
染色 
１．はじめに 
免疫染色は免疫組織化学染色とも呼ばれ医学・生
物学分野において重要な役割を持った検査法である。
医学分野においては 1955 年頃より行われ、近年は
より高感度な手技が開発されている。病気の病理診
断の補助手段として日常的にも行われている。また、
研究分野においても抗原の局在、機能解析のためほ
とんどの組織で行われ果たす役割は大きい。 
多種類の抗体を使用して免疫染色を業務としてい
る中で生体内色素であるメラニンが過剰に産生して
いる皮膚腫瘍の免疫染色の依頼を受けた。メラニン
はチロシンの酸化生成物で、種々の酸化剤で容易に
酸化漂白を受け消失することが知られている。今回、
過マンガン酸カリウム・シュウ酸法を行った [1]。 
免疫染色の発色は一般的に  DAB と  HRP 
(horseradish peroxidase)の酵素反応を用いるため茶褐
色を呈するが、メラニン色素の色調である黒茶褐色
と重なり評価が困難になる欠点がある。今回、ギム
ザ液でメラニンを緑色に染め [2]DAB の発色と染め
分けをして目的抗原の局在を見やすくするよう検討
した。組織検体のメラニン沈着度合いが強い今回の
場合、脱色を行った方がより見やすい標本になると
思われたので必要性を検討しながら行ったので報告
する。なお、基本的な事であるが使用後の廃液に関
しても適切に処理を行ったので、これについても報
告をする。 
２．対象および方法 
2.1  対象   
ヒト皮膚組織は、メラニンの産生が過剰に沈着して
いる腫瘍組織が対象であった。パラフィンブロック、
薄切は、つくば組織診断センターで作製したものを
使用した。 
 
 
2.2  メラニンの脱色 [1]    
 1. 脱パラフィン操作 キシレン(パラフィン除去)、 
エタノール系列(キシレン除去)、 
 2.洗浄:流水(エタノール除去) 3 分-5 分・純水 
 3.酸化： 0.25 ％過マンガン酸カリウム水溶液  
3分後、流水 3 分-5 分・純水 
 4.還元： 2 ％シュウ酸水溶液 2 分、後流水 3 分 
-5 分・純水 
 5.2－4の洗浄、酸化、還元を1サイクルとしてメラ
ニンの色調を見ながら脱色操作を行う。メラニ
ンの色調は少し残すようにする。 
 2.3  免疫染色 [2] ・ギムザ染色 [3]  
 1.脱メラニンを行った後、内因性ペルオキシターゼ
活性を阻止するため 5%過酸化水素メタノール液
で 5 分間反応させ、PBS(0.01M phosphate buffered 
saline pH7.4)で洗浄を行った。 
 2.抗原賦活のために 0.1M トリス塩酸緩衝液
(pH10)オートクレーブ 105 ℃ 3 分行った。 
 3.非特異反応を抑えるため 2 ％ NGS(normal goat 
serum)反応を室温 60 分行った。 
 4.一次抗体 anti-PKA[RⅠα] BD Biosciences    
400倍希釈(2 ％ NGS)を用い、4 ℃で一晩反応を
行った。  
 5.二次抗体は、anti-Mouse IgG HRP(Universal 
LSABTM Kit /HRP DAKO)を用い室温 30 分反応
させた。PBS で洗浄後 DAB(DAKO)にて発色し
た。5-10 分顕微鏡で観察しながら停止時間を決
め純水に浸す。徐々に反応は進むので流水で完全
に停止させた。 
 6.ドーゼ内で2 ％ギムザ液(武藤化学株式会社)リン
酸緩衝液(1/150M,pH6.4)を 15 分反応させた後、
流水洗浄・脱水・封入を行った。 
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